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Infoleht

Regioselektiivse Fmoc- ja Z-kaitstud asa-Truptofaani prekursorite
sunteesimeetodi valjatddtamine ja optimiseerimine

Antud t60 eesmérgiks oli Fmoc- ja Z-kaitstud asa-Triptofaani prekursorite regioselektiivse
stinteesimeetodi valjatddtamine ning optimiseerimine. Tehtud katsete tulemused nditasid, et
kaitstud huidrasooni protoneerimine 1 ekvivalendi HCI-iga on piisav saavutamaks senisest palju
paremaid saagiseid. HCI-i lehulgas kasutamine aga toob esile polimeriseerumise ning seetottu
saagise languse. Optimaalseteks reaktsioonitingimusteks Fmoc-NHNH: puhul oli 3 h ning 3
ekvivalendi BH3*THF kompleksi kasutamine. Z-NHNH: korral aga 1 h ning 3 ekvivalendi sama
redutseerija kasutamine oli optimaalne.

Mérksonad: asa-peptiid, asa-aminohappe prekursor, BHs-THF kompleks, asa-triiptofaan,
hldrasiin, kaitstud hidrasiin, redutseeriv alktilimine.

P390 — Orgaaniline keemia

The design and optimization of a regioselective method for the synthesis of
Fmoc- and Z-protected aza-Tryptophan precursors

The given thesis was conducted to research regioselective synthesis of Fmoc- and Z-protected
aza-tryptophan precursors and to optimize that process. The results of the optimization showed
that with the addition of 1 equivalent of HCI as a proton donor we can readily produce a much
better yield than has been achieved so far in the synthesis of such compounds. However, using an
excess of HCI will lead to polymerization and thus a decrease in yield. Optimal conditions turned
out to be 3 h reduction time and the use of 3 equivalents of BH3*THF complex in the case of
Fmoc-NHNH2 and for Z-NHNH2 1 h, paired with 3 equivalents of the same reducing agent.

Keywords: azapeptide, aza-amino acid precursor, BHs-THF complex, aza-tryptophan, hydrazine,
protected hydrazine, reductive alkylation.
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1. Sissejuhatus

Hudrasiini orgaanilised derivaadid, sh. ka asa-peptiidid on leidnud laia kasutust erinevate
ravimite toimeainetena ning pakuvad huvi ka tulevaste preparaatide valjatdotamisel. Eriti
huvitavaks ja perspektiivseks asa-peptiidide omaduseks on nende suur metaboolne
vastupidavus vorreldes looduslike peptiididega. Kahjuks on nende suinteesiks vajalikud asa-
aminohapped ebastaabiilsed, mistdttu toimub asa-peptiidide stintees labi vastavate hidrasiini
derivaatidest prekursorite. Seetdttu on tdiendavaks huviorbiidiks kaitstud hidrasiinide
stintees ja alkidlimine. Reeglina siinteesitakse vajalikke prekursoreid kasutades redutseerivat
hidrasiinide alkutlimist karbontdlihenditega ning vahesemal mééral otsest alkiulimist
alkttlhalogeniididega. Redutseeriv alkiiulimine on aga raskendatud aromaatsete ja
heterotsikliliste aldehttidide hudrasoonide puhul ning vajab hiidrogeenimist kasutades
kalleid vaarismetalle sisaldavatel katalusaatoritel (nt Pd/C ja Pd(OH)2/C). On olemas
andmeid ka asa-Phe, asa-Tyr ja asa-Trp prekursorite slinteesi kohta kaitstud hidrasiinide
alkulimise teel. Meetodit raskendas asa-Trp siinteesi jaoks vajaliku halogeniidi
mitmeetapiline slintees. Eelpool mainitud raskused loovad vajaduse paremate, mugavamate

ja lihtsamate meetodite jargi.

Ké&esolev to0 tegeleb the sellise meetodi valjatdotamisega ja optimiseerimisega.



2. Kirjanduse ulevaade

2.1 Hudrasiinid, nende pdohilised stinteesimeetodid ja tdhtsamad rakendused.

Hidrasiin (N2H4) on lihtsaima struktuuriga diamiin, mis omab otsest N-N sidet. Tegu on
ammoniaagi I6hnalise véarvitu 6lija vedelikuga, millel on nérgalt aluselised ja tugevad
redutseerivad omadused. Ta energiliselt reageerib paljude oksudeerijatega ning koos lihtsamate
alkiulderivaatidega leiab kasutust raketikitusena. [1] Hudrasiini redutseerivad omadused on
leidnud kasutust ka elektrijaamade jahutusvetes sidumaks oksldeerivaid agente ja alandamaks

lahustunud hapniku taset. [2]

Hudrasiin on bifunktsionaalne ja tugev nukleofiil, mis omab kahte identset reaktsioonitsentrit.
[1,3] Sellest tulenevalt saab hiidrasiini modifitseerida asendades mdnda selle 4-st H-st ja

konstrueerida terve rea erinevaid derivaate. (Skeem 1)[1]

Skeem 1. Hiidrasiinide tldstruktuur. R=H, PG, alkiiiil, artdl jne

Hudrasiinil ning selle derivaatidel on vaga mitmekdilgsed kasutusalad. Nimelt, on hiidrasiin ja
selle lihtsamad alkiitilderivaadid laialt kasutatavad ehituskividena orgaanilises slinteesis (néiteks
pirasoolide ja asendatud indoolide valmistamiseks) [4], pollimerisatsioonprotsessides [5], ning
hidrasiinil péhinevad heterotsuklilsed struktuurid esinevad paljudes fungitsiidides, [6]

herbitsiides [7] ja muudes biokatiivsetes (ihendites, sh. ka ravimites. [1]

Hudrasiini fragmenti sisaldavate ravimite ndideteks v6ib tuua tuberkuloosi ravimeid, [8]
maoningad antidepressante, [9,10] rinnaangiini [11] ja hupertensiooni ravimeid [12] ning véhi
kemoteraapias kasutatavaid preparaate. [13] Skeemil 2 on toodud mdnede hudrasiinil péhinevate

ravimite struktuurid.
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Skeem 2. Moned hidrasiinil pohinevad ravimid: 1 - fenelsiin (antidepressant), 2 - isoniasiid

(tuberkuloosi ravimi toimeaine), 3 - hiidralasiin (hiipertensiooni ravimi toimeaine)

Lisaks tlalmainitud rakendustele leiavad hidrasiinid kasutust ka modifitseeritud peptiidide
valmistamisel. Hidrasiini fragmenti sisaldavate peptidomimeetikute (asa-peptiidide) slintees
Uhendab endas peptiidide sunteesi ja hiidrasiiniderviaatide keemiat. [14] Asa-peptiidid on
tavapeptiidide analoogid, kus tiks voi mitu a-slsinikku on asendatud lammastikuga. (Skeem 3)
[14,15] Asa-peptiididele vastavaid hiidrasiiniderivaate kasutatakse prekursoritena, kuna asa-
aminohapped ise on ebastabiilsed (toimub iseeneslik dekarbokstleerumine). [16,17]

ZT

Ir=

Sk
eem 3. 1 - peptiid ; 2 - asa-peptiid

Sellise struktuurimodifikatsiooni tulemusel saavutatakse uued, véhem lineaarsed
konformatsioonid, mis vorreldes sarnaste looduslike peptiidega on tihti retseptorite suhtes
selektiivsemad ja metaboolselt stabiilsemad [14], pidades paremini vastu nii keemilisele kui ka

enstimaatilisele hidrollusile.[15]

Eelmainitud pdhjustel on asa-peptiidid huvipakkuvad ravimikandidaadid. [14] On uuritud nende
mdju toimeainena hepatiidi [18], AIDSi[19] ja SARSi[20] ravis. Uheks konkreetseks naiteks on
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Atazanavir, mida kasutatakse antiretroviirusravimina (Skeem 4).

Skeem 4. Bioaktiivne asa-peptiid (Atazanavir, antiretroviirusravim)

2.2 Hudrasiinide siintees

Asendamata hiidrasiini saab toota véga paljudel erinevatel meetoditel. Parimaid tulemusi annab
ammooniaagi oksldeerimine, kus oksudeerijana uldiselt kasutatakse klooritihendeid, hapnikku
vOi vesinikperoksiidi. (Skeem 5) [21]

2 NH; + H,0, > H,N-NH, + 2 H,0
Skeem 5. Ammoniaagi reaktsioon vesinikperoksiidiga

Ajalooliselt slinteesiti esimesed asendatud hiidrasiinid enne kui hidrasiin ise. Nende
valmistamine pdhines uue N-N sideme loomisel. Naiteks td6deldes aromaatseid amiine HNO-
ga, saadi diasooniumsoolasid, mis redutseerimisel annavad vastava fentulhudrasiini.
Diasooniumsoolad on aga stabiilsed vaid madalatel temperatuuridel ning tahkel kujul on nad
plahvatusohtlikud. Hidrasiine saab valmistada ka sekundaarsete amiinide nitroseerimisel saadud

nitrosamiinide redutseerimisel. Paraku on paljud nitrosamiinid kantserogeensed. [4]



Tanapéeval eelistatakse asendatud hiidrasiine siinteesida labi reaktsioonide, milles lahteaineks on

hidrasiin ise. Neid meetodeid vaadeldakse lahemalt jargmistes alapeatiikkides.

2.2.1 Redutseeriv alkitlimine

Redutseeriv alkutlimine on kdige sagedamini kasutatav meetod hiidrasiini modifitseerimiseks
alkiulriihmadega. [22] Selline meetod on hea monoalkiulimiseks, sest sellisel alkidlimisel
kasutatakse juba kaitstud hudrasiini (PG-NHNH_) ning viiakse see esimeses etapis aldehutdi voi
ketooni kaasabil Ule hiidrasooniks ja seejarel alles jargmises etapis redutseeritakse saadud
hiidrasoon komplekshudriidiga ( nt NaCNBH3 voi NaBH4). Seejuures on lisatud ka kataldtiline
kogus aadikhapet vdi Ts-OH-d reaktsiooni oluliseks kiirendamiseks. [17] Aromaatsete (ihendite
puhul on hidrasooni redutseerimine aga -CH=N- sideme t6ttu raskendatud, sest toimub ulatuslik
konjugatsioon aroomatse tuumaga, ning sel juhul on vajalik kasutada Pd/C [23] v6i Pd(OH)./C

[24] katalusaatoreid kdrgendatud rohul. Sellisel protsetuuril on aga mitteselektiivne iseloom. [25]

NaBH3CN on ks enam kasutatavaid redutseerivaid agente hiidrasoonide redutseerimisel. Selle
eeliseks on véiksem ja selektiivsem redutseerimisvdime kui nt NaBH4 puhul, mis vdimaldab
vahendada uleredutseerimist. NaBH3CN on eriti selektiivne imiinide ning imiinset -CH=N-sidet
sisaldavate Uhendite suhtes. [26] Ent Ghend ise on mirgine ning sellega kaasneb ka teiste ohtlike

tstianoriihma sisaldavate kdrvalproduktide teke.

Pdhinedes skeemil 6 toodud reaktsiooniradadele, saab slinteesida enamike asa-peptiidide jaoks
vajalikud prekursorid.[24] Ké&esolev skeem ei kajasta kdigi asa-aminohapete prekursorite

slinteesi.
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protseduur A
13a) R =Boc
13b) R = Alloc

protseduur A

i) aldehiiid/ketoon (2-8), EtOH 78 °C, 2 h;

i1) NaBH;CN, AcOH, THF, piistjahutiga keetmine, 1 h; EtOH, 78 °C, 1 h;

iii) CCL,C(OtBu)NH, DCM, piistjahutiga keetmine, 24 h;

iv) H, Pd(OH),, 100 Psi, THF, 16 h;

v) maskeeritud aldehiitid 9, p-Ts-OH, EtOH 78 °C, 2h

Skeem 6. Asa-aminohapete prekursorite siintees Fmoc-kaitstud hidrasiinist. Reagendid ja

tingimused: protseduur A: i, ii; protseduur B: i-iii; protseduur C: i, iv, protseduur D: v, ii. [24]
Asa-arginiini prekursor on saadud hoopis tahkel kandjal 1&bi peptiidi viidud o-N-Alloc kaitstud
asa-ornitiini kaitse maha votmise ja seejarel N,N'bis-Boc-1-guanuulpuirasooliga guanidileerimise

kaudu. [24]

Seriinile, treoniinile ning tsusteiinile vastavaid asa-prekursoreid ei ole seni 6nnestunud

sunteesida, tulenevalt nende aminoatsetaalsest struktuurist. [24]
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2.2.2 Otsene hidrasiinide alkulimine

Sarnaselt ammoniaagile on hudrasiine véimalik alkuulida alktulhalogeniididega. Taoline
alkiiulimine aga annab enamasti pigem kasinaid monoasendatud produkti saagiseid, kuna toimub

ka tleminek di- ning trialktlitud produktideni (Skeem 7).

RX ileliias ® o
H,N-NH, > RNH-NH, + R,N-NH, + RsN-NH,X

Skeem 7. Hudrasiini alkutlimine alkutlhalogeniididega.

Vaiksemate asendajate puhul toimub jargmiste alkadlrihmade liitumine ebastimmeetriliselt, sest
juba moodustunud monoalkudlitud derivaadi alkitlrihmaga seotud N-aatom on tanu
asendusrihma elektrodonoorsusele tugevam nukleofiil kui alkiiilimata NH.- riihm. Kui asendaja
aga taidab elektronaktseptoorset rolli voi on lihtsalt piisavalt suur, et pakkuda steerilist takistust,
vBib naha ka siimmeetriliselt asendatud produktide teket. Ulealkilitud produktide tekke
probleemi annab mdningal maaral leevendada hudrasiini Glehulga kasutamisega.

Mittereageerinud hiidrasiini saab hiljem puhastamise etapis regenereerida. [4]

Alkuulimist saab teostada ka monokaitstud hidrasiinide puhul, mis véimaldab tldjuhul
selektiivsemat alkutlimist, tulenevalt kas kaitseriihma elektronaktseptoorsetest omadustest voi
steerilistest efektidest, see valjendub karbamaatset tutpi kaitserihmadega (néiteks Boc-) kaitstud
hidrasiini alltdlimisel. [27] Tahelepanu peab pédrama ka kasutatavatele solventidele ning
alustele. Alktulimist on hea teostada polaarsetes aprotoonsetes lahustites (valtimaks solvaatkatte
teket NH2-NH-PG-le ning sellest tulenevat rektsioonivoime kahanemist) nagu DMF, ACN,
NMP, [16] ja DMSO [28]. Protoonseid solvente saab samuti edukalt kasutada tugevate
alkiulivate reagentide puhul. Néiteks 4 ekv Fmoc-NHNH2 on alkidlitud 1 ekv Bn-Br-ga 0.1 M
etanooli keskkonnas andes tulemuseks 61% saagise. [16] Sellisel alktulimisel on téhtis aluse
juuresolek, et siduda tekkiv vesinikhalogeniid, mis vastasel juhul seostub kaitstud hiidrasiiniga ja

vahendab vaba nukleofiili kontsentratsiooni reaktsioonisegus. Alkiitimisel kasutatava aluse tlubi
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valik peab arvestama kaitseriihma omadusi. Néiteks tertsiaalsed alkutlamiinid TEA ja DIPEA —
sobivad hésti Boc- ja Z-kaitserihmadele, ka kérgematel temperatuuridel, ent alusetundliku
Fmoc-riihma puhul toimub kaitseriihma eemaldamine. Selle tottu tuleb Fmoc-kaitstud tihendite
korral kasutada ndrgemaid aluseid, néiteks alkudlpuridiine. [16]

Boc-NH-NH: ja 1 ekv Bn-Br-st lahtuvalt on saadud vastavaid monoalkuulitud kaitstud produkte
nii ACN, DMF kui ka NMP lahustes. ACN ning NMP andsid madalad saagised (13% ja 14%),
kuid DMF-ga saavutati juba 63% saagis. (Tabel 1) Tabelist on néha ka, et DiPEA juuresolekul
Fmoc-rihm eemaldati ning seetdttu ei saadud produkti. lIma aluse juuresolekuta on Fmoc-
NHNH2-st lahtuv saagis 30% ning 1 ekv 2,4,6-trimetudlpuridiini juuresolekul on see tdusnud
68%-ni. [16]

Halogeniididest saavutatakse parimad tulemused jodo-ning bromodiiheditega. Kloriidid andsid
halvemaid saagiseid tingituna alkutlkloriidi kehvemast elektrofiilsusest. [16,29] Nii naiteks on
Fmoc-kaitstud hudrasiini reaktsioonil BnCl-ga metanoolis (Fmoc-NHNH. 0.1M lahus) saadud
saagiseks 14%, ent kasutades alkditliva agendina Bnl-d (0.1 M ACN lahus, 2,4,6-
trimetulpuridiini juuresolekul) oli tulemuseks 74% saagis (vt Tabel 1). Parimad tulemused
saadi Bn-Br ja Bn-1-ga, valmistades 0.1M lahus ACN-s 2,4,6-trimettulpuridiini juuresolekul:
74% (Fmoc-NHNH2), 79% (Boc-NHNH;) ja 64% (Z-NHNH>). [16]

Kasutatud Kasutatud Bn-X | Lahusti ja Taiendavad tingimused Monoalkdl

PG-NHNH> molaarsus itud
produkti
saagis

1 ekv Boc- 1 ekv Bn-Br 0.75 M ACN | Pustjahutiga keetmine 4 h 13%

NHNH:

2 ekv Boc- 1 ekv Bn-Br 0.75 NMP Uledo rt 14%

NHNH:

3,4 ekv Boc- 1 ekv Bn-Br 23MDMF |70°C;5h 63%
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NHNH:

2 ekv Fmoc- 1 ekv Bn-Br 0.6 M DMF | 1.5 ekv DIPEA; 70 °C; 13h - (Fmoc-

NHNH> rihm
eemaldus)

2 ekv Fmoc- 1 ekv Bn-Br 0.1MDMF |12h,rt 30%

NHNH>

3 ekv Fmoc- 1 ekv Bn-Br 0.1 M ACN | 1ekv 24,6-trimethtlpdridiini; | 68%

NHNH: pustjahutiga keetmine 6h

3.5 ekv Fmoc- | 1 ekv Bn-Cl 0.1M Pustjahutiga keetmine 4 h 14%

NHNH> CHsOH

4 ekv Fmoc- 1 ekv Bn-I 0.1 M ACN | 1ekv 24,6-trimethtlpdridiini; | 74%

NHNH: pustjahutiga keetmine 12h

Tabel 1. Otsene alkiilimine erinevatel tingimustel. [16]

Alkulljodiid aga ei ole kergesti kattesaadavad ning kipuvad lagunema. Seetdttu on neid arukas

toota vahem reaktiivsetest alkutlhalogeniididest in situ kataltiutiliste koguste KI voi mdne muu

anorgaanilise jodiidi juuresolekul. Kasutades Bn-Cl on saadud Boc-, Fmoc- ja Z- kaitstud

hidrasiinide alkutlimiste saagiseks 24 h reaktsiooniaja jooksul vastavalt 55%, 22% ja 21%, kuid
lisades 0.1 ekv Kl olid saagised juba 6 h reaktsiooni jarel 65%, 53% ja 49%. [29]

2.2.3 Kaitstud monoalkutlhidrasiinide Uhe-poti stintees

Redutseeriv alkiiulimine (vt. 2.2.1, Skeem 6) on kaheetapiline protsess ning algab hudrasiini

kondensatsioonist karbondtlihendiga, milleks on kas aldehitid vdi ketoon. Kondensatsioonile

jargneb saadud hidrasooni redutseerimine, mis kulgeb hea saagisega. Kahjuks on selle vaga

efektiivse meetodi rakendamine raskendatud kui vastav aldehtitd voi ketoon sisaldab

nukleofiilseid rihmi ning kipub iseendaga kondenseeruma. Teiseks suureks probleemiks on

aldehutdide kerge okstideerumine karbokstllhapeteks, mis raskendab nende sailitamist. Kohati
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on voimalik rakendada aldehiiidide kaitsmist, ent see kujutab endast lisaetappe ning mdningatel
juhtudel pidurdab redutseeriva alkitlimise meetodit. Selle probleemi lahenduseks on tihe-poti

stintees lahtuvalt atsetaalidest ja ketaalidest. [22,30]

Selline meetod vBimaldab nditeks 2- metliltioatsetaldehdiidi dimetlilatsetaali reaktsioonist
Fmoc- voi Boc-kaitstud hiidrasiiniga otse saada asa-metioniini kaitstud prekursoreid. Esmalt
toimub hudrasooni moodustumine tapse kataltiutilise koguse happe (TFA) juuresolekul 90%
etanooli lahuses ning seejarel viiakse toatemperatuuril 1&bi hiidrasooni redutseerimine lisades
NaBH3CN ja CH3COOH. (Skeem 8) Optimaalseks TFA koguseks Boc-NHNH; ja Fmoc-
NHNH: puhul on leitud vastavalt 0.05 mol ja 0.13 mol 1 mooli atsetaali kohta. Uhe poti-siinteesi
puhul on saadud 51% ja 57% saagisega vastavalt Fmoc- ja Boc-kaitstud prekursoreid. VVorreldes
kahe-astmelise stinteesiga saadud tulemustega oli Boc-derivaadi saagis ligilahedane, ent Fmoc-
derivaadi saagis oli Ghe-poti siinteesil pea poole vaiksem. Fmoc-kaitstud derivaadi madalam
saagikus vdib olla pdhjustatud selle halvast lahustuvusest etanoolis v8i Fmoc-rihma

eemaldumisest NaHCO3 sisaldava seguga to6tlemisel. [30]

SMe
R-HN-NH ; H . H
2 v N/ _n N\—NHCHzCH;SMe
+ N_N /
MeSCH,CH(OMe), R R
a) R = Fmoc i) TFA, EtOH - H,0, piisjahutiga keetmine ii) 1. NaBH;CN, AcOH
b) R =Boc 2. EtOH, piistjahutiga keetmine

Skeem 8. Asa-metioniini Fmoc- ja Boc-kaitstud prekursori suntees [30]

Taolist Ghe-poti stinteesi on edukalt 1abi viidud ka erinevate sulfiide, eetreid, nitriile, karbamaate,
amiide ning hargnenud ja tstklilisi alkutlrihmi sisaldavate atsetaalidega. On leitud ka, et
halogeniide sisaldavate atsetaalide jaoks taoline meetod ei sobi, sest toimub Kiire alkutlimine
ning seejarel taielik lagunemine. Probleemid esinevad ka kaitsmata primaarsete- ja sekundaarsete
amiinide puhul, kus aluselisem amino-riihm oma elektronpaariga hakkab karbasaadiga

prootonitele konkureerima. Sel juhul tuleb kasutada happelist kataltuti. [22]

Vabanemisel tekkinud boori lisanditest ning dadikhappe jaagist tuleb aga arvesse votta ka
kaitserihmade stabiilsust erinevates keskkondades. Hapete suhtes tundlikke, nditeks Boc-
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kaitstud Gihendite puhul, on soovitatav booritihenditest vabanemiseks etanoolis keetmine
valtimaks osalist lagunemist. Mitte niivord happetundlike kaitserihmade puhul saab aga
efektiivsema tulemuse to6deldes 1.5% HCI lahusega. On leitud, et dddikhappe jaégist killastatud
NaHCOs vesilahusega vabanemine ei ole vajalik ning alusetundlike (nt Fmoc) kaitseriihmade

puhul lagunemise tGttu alandab saagist, kuna toimub osaline kaitserihma eemaldumine. [22]

Meetodit annab kasutada ka mdningate teiste alktulhtdrasiinide valmistamiseks, kusjuures
bensulhldrasiinide puhul to6tab kataltitilise happena TFA asemel hésti ka TsSOH (lihtsam
doseerida) ning redutseerijana kolmekordne 1M BHs-THF kompleksi dleliig, mis vdimaldab
valtida NaBH3CN-st tulenevate HCN ja NaCN lisandite teket. Protseduuri on labi viidud Fmoc-,
Z-, Bz-, 3-NO2Bz- ja 3,4-(OCHj3).Bz-kaitstud hldrasiinidega ning saagised varieeriuvad
keskpaérastest (51%) kuni vaga headeni (93%). [31]

OR" H H
i | i \
—_— /N\ /\ ' B N——NHCH,R'
R"O R' R N R /
R
+
Saagised:
R-NHNH, R'= Ph; R"= -CHj : 61-93%

R'=2-BrPh; R"= -CH,CHj; : 71-79%
R'= 3-BrPh; R"= -CH,CHj3 : 51-91%

i) Ts-OH, EtOH - H,0
ii) BH3-THF, THF, rt.,EtOH-THF

R= Fmoc; Z; Bz; 3-NO,Bz; 3,4-(OCHj3),Bz;
R'= Ph; 2-BrPh;3-BrPh;
R"=-CHg; -CH,CH3

Skeem 9. Moningate alkitlhtdrasiinide stinteesiskeem [31]

2.3 Asa-triptofaan ning selle stintees

Truptofaan omab téhtsust erinevate valkude, peptiidide, ensiimide, hormoonide jms
biosiinteesis.[32] Mitmed triptofaani derivaadid kadituvad antiokstidantidena [33] ning samuti on
leitud seoseid triiptofaani tasemega inimkehas ning organismi véimega voidelda okstdatiivse

stressi [34] ning depressiooniga [35].
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Uheks triiptofaani modifitseerimise variandiks on selle kiraalse stisiniku aatomi asendamine
lammastiku aatomiga. Sellise reaktsiooni tulemusel saadavaid N-kaitstud N’-(3-
metlulindoludl)hudrasiine on varasemalt uuritud potentsiaalsete psiihhotroopsete ainetena,
peamiselt monoamiinoksilidaasi inhibiitoritena. [36,37] Lisaks on taolisi aineid kasutatud

triiptofaani asa-analoogidena. [38] Hiljem on selliseid aineid kasutatud asa-peptiidide slinteesis.

Asa-truptofaani prekursori l&hteaineks on N-kaitstud indool-3-aldehuitid (Skeem 10, aine 10b).
[24] Prekursori siinteesi on teostatud kasutades redutseerivat alkutlimist N-kaitstud indool-3-
aldehutdiga (vt 2.2.1, Skeem 6, ained 1, 8 ja 16, protseduur C: i) aine 8 - aldehttd, EtOH, 78°C,
ii) H2 Pd(OH)2, 100 psi, THF, 16 h) ning otsest hudrasiini N-alkddlimist vastava
alkttlhalogeniidiga (Skeem 10). Antud slinteesimeetodi kohaselt valmistatakse indoolist 1&bi
Vilsmeieri reagendiga formailimise indool-3-aldehiiiid, mis seejarel N-kaitstakse. NaBH4 abil
viiakse 1abi N-kaitstud indool-aldehditidi karbontulrihma redutseerimine alkoholiks, millele
jargnes radikaalne bromeerimine PBrs-ga DCM keskkonnas TEA ja NaHCOs juuresolekul.
Bromeeritud ihendit kasutatakse juba kaitstud hiidrasiini otseseks alkttlimiseks (0.1 M
hidrasiini lahus ACN-s, 1 ekv 2,4,6-trimetulpdridiini juuresolekul). [16]

PG
H H o PG PG,
; N i N iii ; /
N _I’ Y/ l» Y/ — N v N
/ ¢ ©E<
10a, 86% © 10b, 98% ((z)) on Br
’ ’ 10c, 79% (Z) o
PG=Z 10d, 87% (2)
| v
Reaktsioonitingimused: PG
i) DMF, POCl5; |2
ii) Z-Cl, 1 ekv DIPEA, DCM, 0 °C; HN\N
iii) 1 ekv NaBH,4, CH3;0H, 0 °C; H \ N
iv) 0.5 ekv PBr3, vw DCM, 0 °C, 1 ekv TEA, 5 ekv NaHCOs; \
V) 4 ekv PG,-NHNH,, 0.1 M ACN lahus, 1 ekv 2,4,6-trimettdlpuridiini, PG;
11 h pistjahutiga kuumutamist. 10e4, 43% (Fmoc/Z)

10e,, 56% (Boc/Z)

Skeem 10. Kaitstud hidrasiini otsene N-alktulimine alktulhalogeniidiga. [16]
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3. Eksperimentaalne osa

3.1 Kasutatud aparatuur

* Tooks kasutati Lach-Ner, Merck, Sigma-Aldrich ja Reahim solvente ja reaktiive.
* TLC Merck Silica gel 60 Fsa.
* TMR spektrid mdddeti Bruker AC 200P (Spectroscopin AG, Switzerland) abil.

* IP skeptrid moddeti PerkinElmer Spectrum BX2 Interspektrumi ATR susteemiga, ZnSe
kristallil.

* Ainete kolonnkromatograafiliseks lahutamiseks kasutati silikageeli Merck Silica gel 60,
mesh 70- 230 (0,063-0,2 mm).

3.2 Reaktiivide ja solventide futsikalised omadused [39]

Aine M, g/mol Kt, °C St, °C Tihedus np 20
g/ml (20 °C)
ACN 41.05 81-82 -48 0.786 1.344
AcOH 60.05 117-118 16.2 1.049 1.371
Boc.O 218.25 56-57 (0.7 20-24 1.02 1.409
hPa)
DCM 84.93 39.8-40 -97 1.325 1.424
DIiPEA 129.24 127 <-50 0.742 1.414
DMF 73.09 153 -61 0.944 1.430
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EA 88.11 76.5-77.5 -84 0.902 1.3720
EtOH 46.07 78 -114 0.789 1.3530
Fmoc-Cl 258.70 62-64 - - -
Hidrasiinhldraat | 50.06 120.01 -51.7 1.032 1.36
Indool 117.15 51-54 214 2.32 -
Kloroform 119.38 60.5-61.5 -63 1.492 1.445
NaOH 40 - 318 - -
POCIs 153.33 1.25 105.8 1.645 -
THF 72.11 65-67 -108 0.889 1.407
Z-NHNH:2 166.18 65-68 - - -
Z-Cl 170.59 - 103 (20 1.195 1.519
mm/Hg)

3.3 Siinteeside skeemid
3.3.1 Fmoc-NHNH: ja Z-NHNHz2 stintees

N,H,*H,0
R—ClI ————> R—NHNH,
1 ek 12 ek 11a, 93% a) R=Fmoc
e e 11b, 95% b)R=2Z

i = ACN * H,0; N,, 0°C

Skeem 11. Fmoc-NHNH:> (11a) ja Z-NHNH: (11b) sunteesiskeem.
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3.3.2 Indool-3-aldehitdi stintees

H

N
N DMF, POCl,
/ NaOH, H,0 /

12a, 95% \O

Skeem 12. Indool-3-aldehiilidi slinteesiskeem [40]

3.3.3 N-Boc-Indool-3-aldehiitidi stintees

H
N
/ yo
DCM, 0.1 ekv DMAP N
/

~0
+
(0] [¢]
ﬂ\ )L )J\ )< 13a, 98% SN
0 0] 0 0

Skeem 13. N-Boc-indool-3-aldehiitidi siinteesiskeem

3.3.4 N N-Fmoc- ja N-Z-asa-Trp(Boc) prekursorite stinteesi Gldine skeem

Boc Boc Boc Boc
/ / / /
N N 0-3 ekv HCI*THF N N
o OLL TLE 1-4 ekv BH;*THF n
R-HN-NH, + /A Y- SR V4
14 14 14 14 14
a b =0 c / d e NH
R=Fmoc; Z N HN \
\ \ HN—
NH R
Y 14d;: R=Fmoc NH
R 14d,: R=Z R

Skeem 14 N N-Fmoc- ja N-Z-asa-Trp(Boc) prekursorite tldine siinteesiskeem.
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3.4 Uldised suinteesimeetodid, solventide ettevalmistus ja stinteesitud ainete

iseloomustused
3.4.1 THF kuivatamine

Kuna olemasolev THF oli avatud 3 aastat tagasi, viidi Iabi KI-ga peroksiiditest. VV0eti vaike
kogus (mdni ml) THF-i ning sellele lisati KI, lahus varvus 6rnalt kollakaks. Sellest vdib

jareldada, et THF-s leidus véhesel maéaral peroksiide.

Kolvis olevale THF-Ie lisati vaike kogus (kokku méni cms) LiAlH4 ning pandi les
destillatsioonisiisteem, mis taideti lammastikuga ning isoleeriti N2-ga taidetud dhupalli abil.
THF-i kuumutati keemiseni, vBeti mdne ml-ne eelfraktsioon ning seejarel koguti ~ 65 °C juures
pdhifraktsioon. Destilleeritud THF-i séilitati lammastiku all ja Na peal, et niiskustaset ka

edaspidi kontrolli all hoida.

3.4.2 HCI lahus THF-s

Kolbi kaaluti 1 ekv NaCl (m=58.258g, n=0.997 mol), sellele lisati vaike kogus vett
(mdnikimmend ml). NaCl sekka hakati tilkhaaval lisama 95%-list H2SO4 lahust (m=154.862,
n=1.579 mol). Reaktsioonil tekkiv HCI juhiti l1abi H2SO4 niiskusldksu eelnevalt destilleeritud
kuiva THF-i lahusesse. THF koos taaraga oli eelkaalutud ning parast HCI sissejuhtimist saadud

masside vahest lahtuvalt arvutati lahuse molaarsus.

3.4.3 Fmoc-NHNH: (11a) stintees [24]

N2H4«xH20 (12 ekv , W=80%) lahustati 30 ml-s vesi-atsetonitriil segus (1:1). Kolb taideti
lammastikuga ning lahus jahutati jaddvannil maha. Seejarel lisati tilkhaaval Fmoc-ClI ( 1 ekv,
m=4.035 g, n=0.01260 mol) lahus 250 cm?-s atsetonitriilis ja segati 2h valtel jadvannil. Segu
lasti seejérel soojeneda toatemperatuurini ning segati veel 1 h. ACN aurustati pealt &ra
rotaatoraurustil ning jaak suspendeeriti 50 ml-s vees ning segu jahutati jd&dvannil. Fmoc-NHNH:

eraldati filtratsiooni teel ning pesti vaakumfiltril 3 korda ~15 ml jadkulma vee ning siis 3 korda
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~15 ml tolueeniga. Ainel lasti 6hu kdes Uledd kuivada. TLC jargi puhas produkt Fmoc-NH-NH;
(m=3.698 g, valge kohev tahkis) saadi 93% saagisega. Rf (EA)=0.59

St= 169 °C (St(lit)= 170 °C [41])
IP (cmY): 3314; 2950; 1692; 1510; 1288; 1189; 1061; 736; 634

IH TMR ( 200 MHz; DMSO-ds) &: 4.15-4.34 (m, 5H; NHz + CH +CH, (Fmoc)): 7.30-7.47 (m.
4H; Ar(H)(Fmoc)); 7.72 (d, 2H; J= 7.2 Hz; Ar(H)(Fmoc)); 7.90 (d. 2H; J= 7.4 Hz;
Ar(H)(Fmoc)): 8.39 (s; 1H; NH). 13C &: 46.67 (CH); 65.65 (CHz (Fmoc)); 120.02; 125.18;
127.00; 127.56; 140.65; 143.77 (Ar(C)); 158.10 (C=0).

3.4.4 Z-NHNHz2 (11b) stintees.

N2Ha4 = xH20 (12 ekv , W=80%) lahustati 60 ml-s vesi-atsetonitriil segus (1:1) ning jahutati
jaédvannil maha. Seejéarel lisati tilkhaaval Z-Cl ( 1 ekv, m= 10.521g, n=0.06167 mol) lahus 250
cm?-s atsetonitriilis ja segati 2h valtel N2 all jaavannil. Reaktsioonisegul lasti toatemperatuuril
segada Uledd. ACN arustati rotaatoril kokku ning jaak lahustati DCM-s, pesti 2 korda H20 ja
seejarel kullastunud NaCl lahusega. Vesifaasi ekstraheeriti 3 korda DCM-ga ja tihendatud
ekstrakte pesti NaCl lahusega. DCM-i faas kuivatati taiendavalt vv Na>SOs . Kuivatatav produkt
eraldati filtrimise teel ning seejarel kuivatati tdiendatavalt rotaatoraurusti ning vakumeerimise
abil. Z-NH-NH: (drnalt kollane tahkis, m=9.694 g, n=0.0584 mol) saadi 94% saagisega.
Rf(EA)=0.47

St= 62-65 °C (St(lit)= 67-69 °C [42])
IP (cm%): 3331; 3298; 3063; 3026; 2949; 1716; 1516; 1275; 1061; 736; 696.

'H TMR (200 MHz; CDCls) &: 3.81 (br s; 2H; NHy); 5.11 (s; 2H; CH2(2)); 6.49 (br s; 1H; NH);
7.32 (s; 5H; Ar(H)).13C 5: 67.25 (CH); 128.17; 128.30; 128.56; 136.12 (Ar(C)); 158.64 (C=0).
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3.4.5 Indool-3-aldehttdi (12a) stintees [40]

DMF (m =18.177 g, n=0.249 mol) jahutati jadvannil tmarkolvis 0.5h jooksul. Seejarel lisati
tilkhaaval 0.5h valtel 4.3 ml POCls (m=7.2 g, n=0.047 mol). Jargnevalt lisati ligi 0.5h jooksul
indooli (5.045 g, 0.431 mol) lahus DMF-s. Peale lisamise 16ppu segati veel 0.5 h. Seejarel
soojendati segu Ules 35-40 °C-ni ja segati 1.5h. Peale seda lisati kollasele siirupitaolisele segule
50 cm?3 purustatud jaad, segu muutus punaseks. Lisati 20.108g NaOH lahus 100 cm?®-s vees ning
lahust kuumutati keemiseni. Lahus jahutati toatemperatuurini ning jaeti tle66 kilmikusse, mille
tulemusel indool-3-aldehud kristalliseerus vélja. Aine eraldati filtreerimise abil ja pesti 100
cm?-i jaakilma veega ning 20 cm?-i kiilma 95% EtOH-ga. Seejarel aine kuivatati. Saadi indool-
3-aldehutid (6rnalt beez tahkis; m=5.971 g, n=0.0412 mol) 95% saagisega. Rf (EA)=0.68

St=193 °C (St(lit)= 193-195 °C [43])
IP (cm™): 3156; 2815; 1630; 1521; 1440; 1391; 1241; 1122; 1084; 786; 756; 638.

'H TMR (200 MHz; DMSO-d6) &: 7.22-7.34 (m; 2H; Ar(H)); 7.56-7.60 (m; 1H; Ar(H)); 8.15-
8.19 (m; 1H; Ar(H)); 8.32 (s; 1H; Ar(H)); 9.43 (br s; 1H; NH); 10.00 (s; 1H; HC=0). 13C &:
112.45 ; 118.19; 120.81; 122.05; 123.38; 124.19; 137.17; 138.38 (Ar(C)); 184.89 (HC=0).

3.4.6 N-Boc-indool-3-aldehiidi (13a) stintees

Indool-3-aldehiitidi (m=7.829g, n=0.540 mol) kaaluti tmarkolbi ning lahustati 20 ml-s DCM-s.
Sellele lisati ~1.05 ekv Boc.O (m=12.351 g, n=0.0575) ja 0.1 ekv DMAP-i. Kui reaktsioon oli 1
h kéinud, tehti TLC veendumaks, et reaktsioon on 18ppenud. Segu lahjendati DCM-ga ning pesti
2 korda 10%-se aadikhappe lahusega, 3 korda veega ja killastunud NaCl lahusega. Veefaasi
ekstraheeriti 3 korda DCM-ga, Uhendatud ekstrakte pesti killastunud NaCl lahusega. DCM-s
lahused Uhendati, kuivatati vv. NaxSO4 peal ning DCM aurutati rotaatoraurusti abil. Saadi N-
Boc-indool-3-aldehtid (6rnalt kollane tahkis, m= 13.054 g, n= 0.0533 mol) 98% saagisega.
Rf(EA)=0.88

St= 127-128 °C (St(lit)= 121-123 °C [44])
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IP (cm™): 2994; 2811; 2726; 2361; 1739; 1676; 1357; 1239; 1134, 837; 760.

IH TMR (200 MHz; CDCls) &: 1.71 (s; 9H; 3*CHa); 7.31-7.45 (m; 2H; Ar(H)); 8.11-8.30 (m;
3H; Ar(H)); 10.07 (s; 1H; HC=0). 13C : 28.09 (CHz); 85.64 (C-0) ; 115.12 ; 121.60; 122.12;
124.57;126.05; 136.01; 136.40; 148.79 (Ar(C)); 185.66 (HC=0)

3.4.7 N-Fmoc- ja N-Z-asa-Trp(Boc) prekursorite stinteesi Gldine meetod erinevates

tingimustes
Tapsed tingimused: reagentide vahekord ja redutseeriva etapi kestvus vt (Tabel 1-2).

1 ekv PG-NHNH: (PG= Fmoc, Z) kaaluti kolvi, sellele lisati 1.05 ekv N-Boc-indool-3-aldehttdi
lahusena 3 cm® THF-s. Lisati kataltitiline kogus (~0.02 ekv) Ts-OH-d. Reaktsioonisegu segati
toatemperatuuril 20 min ning reaktsiooni I6ppemist kontrolliti TLC abil ( vooluti EA/PE %
suhtes). Kui reaktsioon oli lainud I8puni (PG-NHNH: I6puni &ra reageerinud) lisati 0-3 ekv HCI
lahust THF-s, segati 1 min jooksul ning seejéarel lisati 1-4 ekv BH3*H>0O. Segati 1-4 h ning peale
segamist pandi peale 6 cm® EtOH-d ning segati (iledd. Segu kontsentreeriti rotaatoraurustil ning
seejdrel lahustati ~50 ml EA-s. Esmalt pesti NaHCOs lahusega, siis 3 korda H>O-ga ja seejérel
killastunud NaCl lahusega. Veefaas ekstraheeriti 3 korda EA-ga ning need ekstraktid pesti veel
korra H20 ja kullastunud NaCl-ga ning Uhendati orgaanilise faasiga. Kuivatati veel taiendavalt
vv NazSO; abil. Lahus kontsentreeriti uuesti rotaatoraurusti abil ning ja&k puhastati

kolonnkromatograafiliselt silikageeliga, voolutiks CHCI3/EA 6/1 segu.

N-fluorenttlmetttloksikarbonidl-N’-(3-metiiiil(N*’-Boc-indoltdl))hidrasiin (14d1)
Saagiste vahemik: 28-84%; Rf(CHCIs/EA 6/1)=0.62
IP (cm™): 3306; 2974; 2897; 1723; 1450; 1369; 1253; 1152; 1086; 855; 738.

H TMR (200 MHz; CDCl3) &: 1.62 (s; 9H; 3*CHz); 4.11-4.20 (m.; 4H; CH2+CH+NH); 4.42 (d;
2H; J= 6.2 Hz; CH, (Fmoc)); 6.58 (br s; 1H; NH); 7.19-7.39 (m; 7H; Ar(H)); 7.52 (d; 3H; J=7.4

Hz; Ar(H)); 7.71 (d; 3H; J=7.4 Ar(H)); 8.14 (d; 1H; J= 8.0 Hz; Ar(H)). *C &: 28.15 (3*CHj3);
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46.65 (CH); 47.17 (CH2); 67.00 (CH2 (Fmoc)); 83.61 (C (Boc)); 115.26; 116.56; 119.43; 119.98;
122.66; 124.55; 124.79; 124.96; 127.05; 127.72; 129.90; 135.70; 141.30; 143.67 (Ar(C));
149.57(C=0(Boc)); 157.23 (C=0O(Fmaoc)).

N-benstulokstikarbonutl-N’-(3-metiiiill(N’’-Boc-indoludl))hidrasiin (14d2)
Saagiste vahemik: 30-85%; Rf(CHCIs/EA 6/1)=0.55
IP (cm™): 3310; 3116; 2978; 2933; 1727; 1450; 1371; 1253; 1154; 1088; 1043; 853; 744; 695.

H TMR (200 MHz; CDCls) &: 1.65 (s; 9H; 3*CHz3); 4.03 (br. s.; 1H; NH); 4.16 (s; 2H; CH>);
5.15(s; 2H; CH2 (2)); 6.45 (br. s; 1H; NH); 7.18-7.34 (m; 7H; Ar(H)); 7.55 (s; 1H; Ar(H)); 7.67
(d; 1H; J= 7.4 Hz; Ar(H)); 8.13 (d; 1H; J= 8.0 Hz; Ar(H)). '3C §: 28.21 (3*CHs); 46.73 (CH>);
67.21 (CH2(2)); 83.68 (C (Boc)); 115.29; 116.46; 119.43; 122.70; 124.58; 124.87; 128.15;
128.31; 128.58; 129.92; 135.73; 136.07 (Ar(C)); 149.61 (C=0 (Boc)); 157.25 (C=0 (2)).
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4. Tulemused ja nende arutelu

4.1 Fmoc- ja Z-hudrasiini (Fmoc-NHNHz, 13a; Z-NHNH2, 13b) stintees
Skeem 11, vt 3.3.1

Hudrasiinhtdraadi suur tlehulk (12 ekv) on kasutusel, et véltida diatstulitud produkti ulatuslikku
teket. Lisaks seob Uleliigne hudrasiinhudraat reaktsiooni kaigus tekkiva vesinikkloriidi ning

moodustub hidrasiini hidrokloriid.

Fmoc-ClI ja Z-Cl lisamine tilkhaaval intensiivselt segatavasse reaktsioonisegusse aitab véltida
nende lokaalselt suurt kontsentratsiooni, mis soodustaks di-asendatud saaduste teket. Segu
jahutamine jadvannil vdimaldab hoida segu temperatuuri madala hoolimata eksotermilisest

reaktsioonist. Reaktsioonisegu soojenemine soodustaks di-kaitstud produktide teket.

Reaktsioon viidi l1abi lammastiku keskkonnas, et véltida oksiideerumisest tulenevaid

kdrvalprodukte.

Fmoc-hidrasiini pesti puhastamiseks jaakilma veega, et vabaneda NH2>-NH> (lejadgist ning
hlidrasiini sooladest. Tolueeniga pesu aitas eemaldada suure osa veest ning lahustas

vahempolaarsed di-kaitstud produktid.

Z-hudrasiini puhul lahustati aine DCM-s ning orgaanilisest faasist eemaldati veega pestes
hiidrasiin ja selle soolad. Vesifaas ekstraheeriti méned korrad DCM-ga, et seal olev Z-hiidrasiin

veel tdiendavalt katte saada.

Tanu Fmoc-NHNH> kehvale lahustuvusele reaktsiooni segus pusib aine heterofaasis, mis
vOimaldab &ra hoida véimaliku diatsutlimise. Z-NHNH: siinteesi puhul on reaktsioonisegu
algusest 16puni homogeenne ning hudrasiini monokaitsmise korvalt jduab véiksemas ulatuses
toimuda tekkinud monokaitstud produkti reaktsioon kaitsva reagendiga. Tulemusel moodustub

diatstiultiud produkt, mida on tdheldatud TLC peal.
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4.2 Indool-3-aldehttdi (14a) stintees
Skeem 12, vt 3.3.2

Indool-3-aldehiitidi stinteesis on DMF nii solvent kui ka formidliv reagent. POCls koos DMF-ga
annab elektrofiilse katiooni (Vilsmeieri kloroimiinium kompleks). Kompleksi tekkel eralduvad
ClI ja POCIy", millest tulenevad vesinikloriidhappejaagid, mida hiljem neutraliseeritakse NaOH
lahuse lisamisega. Reaktsioon vee ning Vilsmeieri kompleksi vahel on eksotermiline, mistdttu

lisatakse vett purustatud jaa kujul.

4.3 N-Boc-indool-3-aldehtiidi stintees
Skeem 13, vt 3.3.3

Di-tertbutttldikarbonaati lisati véikeses tleliias (~1.05 ekv), et tagada reaktsiooni 16puni
minekut. DMAP omab kataltdtilist toimet tanu liitumisele Boc,O C=0 rihmale. Selle tulemusel
moodustub tugevalt elektrofiilne vahelihend, mis on vdimeline reageerima isegi nérgemate
nukleofiilidega nagu seda on indool-3-aldehiiid, mille lammastiku elektronpaar on

delokaliseeritud heterotsuklilises stisteemis.

Aine eraldamisel oli tarvilik kasutada happega to6tlust, et eraldada toorproduktist DMAP.
Kasutatava happe tugevus oli maérava tahtsusega. Nimelt, tugevamate hapete puhul ( nt HCI,
H2S04 ja isegi KHSO4 lahus) voib toimuda Boc-riihma eemaldumine. Seetdttu kasutati
to6tluseks 10%-list dadikhappe lahust ning saadi vaga hed tulemust

4.3 N-Fmoc- ja N-Z-asa-Trp(Boc) prekursorite stintees

Skeem 14, vt 3.3.4

N-Boc-indool-3-aldehiiiid lisati vaikeses ule-ekvivalendis (~1.05 ekv), et tagada reaktsiooni
I6puni minek. Ts-OH vdeti kasutusele katalldtilistel eesmarkidel, tegu on tugeva happega ning
tahkel kujul on seda lihtne doseerida. BH3*THF kompleks téidab redutseerija rolli. Hidrasooni (

Skeem 14, 14c) redutseerimine ei ole selektiivne, sest hiildrasoonis on ulatuslik konjugatsioon
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ning seetdttu toimub pbhiprodukti ( Skeem 14, 14e) tekke korvalt osaliselt ka purroolse tsikli

uleredutseerimine ( Skeem 14, 14d).

Esimeste katsete kaigus, kus teostati saadud hiidrasooni redutseerimine BH3z 3 ekv-ga oli
tdheldatud konkureeriva uleredutseerumise protsessi toimumine. Oli vaja tdsta antud
redutseerimise selektiivsust. Kdige lihtsamaks variandiks tundus saadud hudrasooni
protoneerimine tugeva happega, mis suunab redutseerija liitumise hidrasooni kaksiksidemele.
T66 raames tehtud katstes sai esimesena proovitud HCI, mis on tugevalt happeline, odav ja omab
redutseerivaid omadusi. Varasemalt on kirjanduses toodud andmeid HCI rakendamisest
alkttlasendatud hidrasiinide stinteesis. Neil juhtudel kasutati lihtsalt happe suurt tleliiga ning
redutseerijana kasutati 1.3 ekv BH3*N(CHs)3 [45], mis on hapete suhtes stabiilne, ent mis antud
t06 raames Fmoc-kaitseriihma alusetundlikkuse tttu ei sobi kasutamiseks. HCI suur tleliig aga

toob endaga puirroolsete Ghendite polimerisatsiooni. [46]

Reaktsioon viidi labi erinevate HCI ja BH3 ekvivalentidega ning uuriti ka ajafaktorit.
Reaktsioonitingimuste optimiseerimise esimeses etapis varieeriti hlidrasooni protoneerimiseks
kasutatud HCI kogust. (Tabel 2) llma HCI lisandita toimus ulatuslik tleredutseerumine
hidrasinomettulindoliiniks. Oli ndha p&hiprodukti ning Gleredutseerunud produkti teket
ligikaudu suhtes tiks Gihele. Skeem 14 (pShiprodukt 14d ja Gleredutseeritud produkt 14e).
Saagised olid kesised ning kohati olid pdhiprodukt ning tleredutseerunud produkt halvasti
lahutuvad. 1 ekv HCI juuresolekul toimus margatav saagise tdus. Fmoc-NHNH: puhul tdusis
saagis 8%-It (0 ekv HCI juuresolekul, esimese kolonnkromatograafilise puhastamise kéigus
saadud saagis) 84%-le ning Z-NHNH2 puhul 19%-It (samuti 0 ekv HCI juuresolekul, esimese

kolonnkromatograafilise puhastamise kaigus saadud saagis) 64%-le.

Suuremate HCI ekvivalentide puhul saab tdheldada aga véga selget seost suurema happe koguse
ning saagise langusega. 2 ekv puhul oli mérgata Fmoc-NHNH> saagise langust 84%-It 63%-le
ning 3 ekv puhul juba 55%-le. Sarnaselt Z-NHNH2 puhul toimus langus 64%-It 50%-le ning 3

ekv juures oli saagis vaid 31%.

HCI lisandiga katsete puhul oli tleredutseerunud produkti moodustunud vahem kui 5%
kogusaagisest voi ei tdheldatud seda uldse.
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Selliseid tulemusi saab seletada suurest happekogusest tingitud Boc-kaitseriihma eemaldumisest
ning polumerisatsiooni toimumisega. Nimelt toimub happelies keskonnas pirrooli
polumeriseerumine, mida on naidatud Skeemil 15. Sarnane protsess saab toimuda ka indooli
derivaatidega.

°o ¢ M \
(] HOON /
3 L)<t - @D%@J{{
N H HN HN

Skeem 15. Pirrooli polimeriseerumine happelises keskkonnas.

Reaktsiooni tingimused Saagis (%)

1 ekv HCI, 1 ekv Fmoc-NHNH>; * | 84

2 ekv HCI, 1 ekv Fmoc-NHNH>; * | 63

3 ekv HCI, 1 ekv Fmoc-NHNH>; * | 55

1 ekv HCI, 1 ekv Z-NHNH3; * 64
2 ekv HCI, 1 ekv Z-NHNH3; * 50
3 ekv HCI, 1 ekv Z-NHNH3; * 31

* = 1.05 ekv N-Boc-indool-3-aldehtdidi, lahusti THF, 3 ekv BH3, rt, 3 h
Tabel 2. Kasutatud HCI koguse mdju redutseerimise reaktsioonisaagisele.

Jargmisena varieeriti BH3 ekvivalentide arvu. (Tabel 3) Reaktsiooni viidi 1&bi juba varasemas

etapis optimeeritud 1 ekvivalendi HCI-i juuresolekul.

Kuni 3 BHz3 ekvivalendini on ndha véga ilmselget saagise tdusu redutseerija koguse

suurendamisel. 1 ekv BH3 puhul ei olnud enamus hiidrasoonist &ra reageerinud ning tulemuseks
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saadi raskesti lahutuvad huidrasooni-p&hiprodukti segud. Fmoc-NHNH2 madal saagis tuleneb
sellest, et osa pdhiproduktist jéi raskesti lahutuvasse segusse hiidrasooniga, Z-NHNH> puhul
segu lahutus veel vaiksemal mééral. 2 ja 3 BH3 ekvivalendiga l&bi viidud reaktsioonide saagiste
vahe on ligi kahekordne. Fmoc-NHNH> korral tdusis saagis 30%-It 84%-ni, Z-NHNH> néitas
tdusu 28%-It 64%-ni. 3-It ekvivalendilt 4-le Uleminekul oli visuaalselt TLC plaadil kull
reageerimata hlidrasooni koguse langust mérgata, ent erilist saagise muudatust enam ei ole.

Seega optimaalseks voiks pidada 3 ekv BH3*THF kasutamist.

Reaktsiooni tingimused Saagis (%)

1 ekv BHs3, 1 ekv Fmoc-NHNH3y; ** | 12

2 ekv BHs, 1 ekv Fmoc-NHNH2; ** | 30

3 ekv BHs, 1 ekv Fmoc-NHNHy; ** | 84

4 ekv BH3, 1 ekv Fmoc-NHNHy; ** | 79

1 ekv BH3, 1 ekv Z-NHNH2; ** 1

2 ekv BH3, 1 ekv Z-NHNH,; ** 28

3 ekv BHs, 1 ekv Z-NHNH_; ** 64

4 ekv BH3, 1 ekv Z-NHNH_; ** 60

** = 1.05 ekv N-Boc-indool-3-aldehiudi, lahusti THF, 3 ekv BH3 1 ekv HCI, rt, 3 h.
Tabel 3. Kasutatud BH3 koguse mdju redutseerimise reaktsioonisaagisele.
1 Esmases kolonnis ei 6nnestunud lahutada hiidrasooni-p&hiprodukti segu.

Viimasena varieeriti reaktsiooni redutseerimise etapi pikkust. (Tabel 4) Reaktsiooniks kasutati 1
ekv HCI ning 3 ekv BH3. Fmoc-NHNH: korral erilist saagiste muutust ajas ei saa tdéheldada, ent
visuaalselt TLC jargi reageerimata hiidrasooni kogus 1 tunnist 4 tunnini pidevalt langes. 2 h ning
3 h vaheline hiidrasooni koguse muutus oli veel mérgatavas jargus, ent 3 ning 4 tunni vaheline

hidrasooni koguse vahe oli juba pigem vdike. Seega reaktsiooni I6puni kulgemise méttes voib 3
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h pidada optimaalseks ajaks. Z-NHNH. puhul ilmnes aga teistsugune diinaamika. Kuigi toimus
samuti visuaalselt hidrasooni koguse langemine iga tunniga, siis saagis iga tunniga hoopis
langes (ligi 10% tunnis). Nii 1 h saagis oli 85%, 2 h — 73%, 3 h — 64% ning 4 h — 53%.
Tdendoliselt vdis selle pdhjuseks olla Z-kaitseriihma eemaldumine tdnu keemilisele

hiidrogeenimisele nendes tingimustes. Optimaalseks voiks sel juhul pidada lihimat reaktsiooni

aega— 1 h.

Reaktsiooni tingimused Saagis (%)
1 h, 1 ekv Fmoc-NHNHz; *** 80

2 h, 1 ekv Fmoc-NHNHz; *** 79

3 h, 1 ekv Fmoc-NHNHy; *** 84

4 h, 1 ekv Fmoc-NHNHg; *** 79

1 h, 1 ekv Z-NHNHy; *** 85

2 h, 1 ekv Z-NHNHy; *** 73

3 h, 1ekv Z-NHNHy; *** 64

4 h, 1 ekv Z-NHNH_; *** 53

*** = 1.05 ekv N-Boc-indool-3-aldehtiudi, lahusti THF, 1 ekv HCI, 3 ekv BH3, rt,
Tabel 4. Redutseerimise reaktsiooni ajalise pikkuse mdju reaktsioonisaagisele.

Saadud tulemustest vdib jareldada, et Fmoc-NHNH2 puhul on optimaalseteks tingimusteks 1 ekv
HCI juuresolek, 3 ekv BH3z*THF kompleksi kasutamine redutseerijana ning 3 h pikkune
redutseerimisreaktsiooni pikkus. Z-NHNH> juhul on seda 1 ekv HCI juuresolek, 3 ekv kompleksi
kasutamine ning 1 h pikkune reaktsioon.
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Kokkuvote

Ké&esoleva t00 eesmérgiks oli arendada valja senisest lihtsam ja paremaid saagiseid andev N-
Boc-indool-3-aldehitidi kaitstud hidrasoonide redutseerimise meetod Fmoc- ja Z-kaitstud asa-

Triptofaani prekursorite stinteesiks.

Protoneerimata htidrasooni redutseerimisel tdheldati produkti ulatuslikku tleredutseerumist
vastavaks indoliiniks (redutseerus indooli piroolse tstkli kaksikside). Tulemusena moodustus
ligikaudu 1:1 suhtes hudrasinomettdlindooli ja indoliini segu. Redutseerimise selektiivsuse

parandamiseks kasutati happega protoneerimist. Samuti teostati antud meetodi optimisatsioon.

Esmalt uuriti hiidrasoonide protoneerimiseks kasutatud HCI-i koguse mdju redutseerimise
reaktsioonile. Tulemusteks saadi, et parimad tulemused saavutab 1 ekvivalendi HCI-i
juuresolekul ning 3 ekv BH3*THF-i kasutades. Suuremate HCI ekvivalentide puhul tdheldati
hoopis saagise langust, tden&oliselt tulenevalt happekatalliutilisest poliimerisatsioonist. Nendes

tingimustes Uleredutseeritud produkti kogused ei Uleta 5%.

Teiseks uuriti BH3*THF kompleksi koguse moju. Katsete kaigus taheldati, et 1 ja 2 ekv puhul
redutseerimise reaktsioon ei olnud suures osas 16puni lainud, jattes reaktsiooni segusse ka
maérgatava koguse hidrasooni. Optimaalseks redutseerija koguseks osutus 3 ekvivalenti.

Edaspidine redutseerija koguse kasvatamine ei andnud mérgatavat efekti.

Viimaseks optimeeriti redutseerimiseks vajaminevat aega. Tulemusena taheldati, et Fmoc-
NHNH: korral taandamise reaktsiooni 18puni kulgemise jaoks oli vaja 3 h ning Z-NHNH> puhul
osutus optimaalseks 1 h pikkune redutseerimine. Pikema redutseerimise aja jooksul toimus Z-

kaitstud tihendi puhul margatav ning astmeline produkti saagise langemine.

Kokkuvdtlikult, teostatud t66 tulemusel dnnestus arendada mugav, lihtne ning regioselektiivne

Fmoc- ning Z-kaitstud asa-triiptofaani prekursorite stinteesimeetod.
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Summary

The goal of this thesis was to develop an easier and more convenient method for reducing N-
Boc-indole-3-aldehyde protected hydrazones for the synthesis of Fmoc- and Z-protected aza-

Tryptophan precursors.

During the reduction of a non-protonated hydrazone it was noted that extensive overreducing

into the corresponding indoline occured (the double bond in pyrrole was reduced). As a result a
mixture of hydrazinomethylindole and indoline was formed approximately in a ratio of 1:1. To
improve the selectivity of this process, protonation by acid was used. Subsequetntly the method

was optimized.

Firstly, the effect of the amount of HCI applied for the hydrazone protonation was studied. It was
concluded that the best results were achieved using 3 equivalents of BH3*THF complex in the
presence of 1 equivalent of HCI. In the case of larger amounts of HCI it was apparent that the
yield decreased, likely due to acid catalyzed polymerization. In these conditions the ammount of

over-reduced product did not exceed 5 %.

Secondly, the effect of the used amount of BH3*THF complex was examined. During the study
it was observed that when only 1 or 2 equivalents were used, the reaction had not gone to
completion and a noticeable amount of hydrazone remained unreacted. Optimal amount of the
reducing agent turned out to be 3 equivalents. Further increasing the amount of the agent used

had no noticable effect on the yield.

Lastly, the duration of the reduction reaction was optimized. It was revealed, that the reduction
reaction involving Fmoc-NHNH: took 3 h to go to completion. At the same time, in the case of
Z-NHNHz> 1 h long reduction was concluded as the most optimal, since with longer reaction

times there was a noticable gradual decrease in the yield of the desired product.

In conclusion, as a result of this study a convenient, easy and regioselective method for the
synthesis of Fmoc- and Z-protected aza-Tryptophan precursors was developed.
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TMR spektrid

Aine nimetus Aine kood
Fmoc-hiidrasiin 11a
Z-hudrasiin 11b
Indool-3-aldehiitd 12a
N-Boc-indool-3-aldehiiiid 13a
N-fluorentilmetillokstikarbon(il-N’-(3-metlil(N”’-Boc-indoltl))hidrasiin 14d,
N-bensildlokstikarboniiil-N’-(3-metttl(N’-Boc-indoltiil))hidrasiin 14d,
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